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RESUMEN 

La familia Orchidaceae es una de las mas grandes y diversas de plantas con flor. Su 

distribucién es cosmopolita. 

Uno de les géneros mas grandes y extensamente cultivados es Oncidium , este género 

se distribuye desde la Florida hasta Pera y Brasil. 
Se ha utilizado ampliamente para la hibridacién pues muchas de las especies tienen 

caracteristicas deseables , buscadas por los propagadores tales como ; grau numero de 

flores, duracién protongada y colorido variable. 
En México una de las especies mas conocidas es Oncidium cavendishianum Batem, 

este género ha sido propagado vegetativamente y por semilla, lo que hace el proceso 

lento y con poca cantidad de plantas, por se ha buscado nuevas formas de 
propagacion. 7 

En general el género Oncidium_ tas métodos de propagacion in vitra han sido pocos, 
algunos son los realizados por Fast ( 1973) , propage O. papilio utilizando las yemas 
apicales de fa inflorescencia, Lim-Ho y Lee (1987)  utilizaron inflorescencias de 0. 

ampliatum, O. cebolleta ; O. sphacelatum y otro hibridos del género. 

En el presente trabajo se prepone un medio para fa propagacién in vitro de 
Oncidium cavendishianum utilizando nudos apicales de la inflorescencia, de tos cuales 

se obtuvieron cuerpos parecidos a protocormos. (PLB) 

Se propone también un método de desinfestacién, ya que tos, propuestos en ta 
literatura dafiaban a lo explantes causando una rapida oxidacién, ya que las 

caracteristicas de la inflorescencia es lisa y carnusa, lo que ocaciona que no soporte 
periodos targos de desinfestaci6n. 
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INTRODUCCION 

La familia Orchidaceae es una de las mas grandes y diversas entre las plantas con 

flores, comprende de 25000 a 30000 especies incluidas en mas de 725 géneros 

(Wressler, 1981). 

Su distribucién es cosmopolita desde ef Norte de Suecia y Alaska, hasta la tierra 

del fuego y las islas Macquarie a excepcién de las zonas polares y dreas situadas a mas 

de 4000 m de altitud, pero la mayoria de las especies se encuentra en el tropico 

(Dressler, 1981). En México las orquideas se localizan en zonas montafiosas 

especialmente a una altitud aproximada de 2000 m. Los estados de Veracruz, Oaxaca, 

Chiapas y Guerrero poseen la mayor abundancia de especies, mientras que, otros con 

una flora relativamente rica en ellas son: Jalisco, México, Michoacan y las regiones mas 

surefas de Puebla y San Luis Potosi (Soto, 1989). Los cstados de Tabasco, Campeche, 

Yucatin y Quintana Roo, con tierras de baja altitud poseen retativamente pocas 

especies (comunicacién personal E. Aguirre). Vas estimaciones de su numero han 

variado con el tiempo, Dressler (£981), considera que existen aproximadamente 660 

especies registradas en México, mientras que Soto (1988), indica que se conocen 

alrededor de 1000 especies para el pais y que muy pronto se puede alcanzar ta cifra de 

1200 debido a los constantes hallazgos. 

Cuando Linneo escribié su obra Species Plantarum; los botanicos eurepeos 

conocian pocas orquideas epifitas, por lo que las clasificaban en cl género Epidendrm. 

Sin embargo a principios del siglo XIX aumento el conocimiento de las orquideas del 

neotropico y se reconocieron nuevos géneros. Uno de estos géneros es Oncidium, 

descrito por Olof Swartz en 1800. Este género es uno de los mas grandes y 

extensamente cultivados, sin embargo su clasificaci6n taxonomica presenta actualmente 

muchos problemas, existen grandes controversias sobre la delimitacion de cada una de 

las secciones que forman a dicho género.(Dressier y Williams, 1973) 

E! género Oncidium presenta una distribucion desde ta Florida hasta Pera y Brasil. 

Lo encontramos desde tierras bajas tropicates hasta bosqucs de encino a tos 2009. 

Oncidium ha sido ulilizado ampliamente para hibridacién pues muchas de las especies, 

tienen caracteristicas deseables buscadas por los pronagadnres tales camn: gran 

namero de flores , duracién protongada y colorido variable.



En México el género se encuentra representado aproximadamente por 53 especies 

de las cuales, una de las mas conocidas es Oncidium cavendishianum, Wamada 

comuinmente “oreja de burro" por presentar hojas largas y carnosas, cs facilmente 

cultivable y no falta en viveros e invernaderos. Por ser una especie de facil cultivo , y 

por presentar una floracién llamativa ,constituye un elemento para ser utilizado , por lo 

que puede considerarse una especie digna de estudio, que todavia se encuentra en 

bosques de encino cerca de la ciudad de México. 

Existe informacién escasa en cuanto a la propagacion in vitro del género Oncidium, 

condicion que se extiende también a otros géneros y especies de México. 

Recientemente Rubluo et. al. (1993) mencionan la importancia de buscar técnicas de 

propagacién in vitro para la conservacién de especies en peligro de extincion por ta 

sobrecoleccién y la pérdida de su habitat, y hacen referencia de Oncidium straminium, 

perteneciente a la misma seccién Plurituberculata, el cual se propagé a través de 

semilla. 

Como puede advertirse es importante ofrecer alternativas para ta propagacion in 

vitro de especies como Oncidium cavendishianum, no sdto por su interés horticota, sine 

porque abriria la pusibilidad de propagar otras especies del género que se estudien, 

  O. sesdundianuim. 

  

algunas de ellas raras y atractivas como: Oncidiuim incurvi



ANTECEDENTES 

En 1800 el botanico sueco Olof Swartz (1760-1818) nombré cl género Oncidium 

basandose en ef diminutivo de la palabra griega enkos-tumor, en alusién a fos callos 

verrugosos sobre los tabelos de todas las especies. (Hamer, 1974). 

El género Oncidium con gran numero de especies, aproximadamente 650 2 700 

(Garay y Stacy, 1974), distribuidas desde la Florida hasta Pera y Brasil. Es uno de los 

géneros mas variables en cuanto a [a morfologia de las especies y muy afin « los 

géneros Odontoglossum, Brassia y Miltonia. Tiene ua distribucién altitudinal muy 

amplia, encontrandose desde las tierras bajas tropicalcs hasta clevaciones que Hegan a 

los 2700 m de altitud (Dressler y Williams, 1975). 

En México hay alrededor de SS especies (Soto, 1988) de Oncidium: distribuida 

principalmente en los estados de México, Michoacan, Oaxaca, Tabasco y Chiapas. 

Otros estados con un numero reducido de especies son Yucatan, Tamaulipas y San 

Luis Potosi (Wiard, 1987). 

Oncidium cavendishianum Batem  pertenece a ia seccién Plurituberculata 

caracterizadas por presentar sépalos mas o menos carnosos.Pétalos y labio 

membranoso, excepto el callo. Pscudobulbos pequefio con prominencias,hojas 

terminales, cresta del labio tuberculada. Es una especie de amplia distribucién se le 

encuentra en basques de encino v en bosques mesofilos de montafia de 1300 a 2150 m 

de altitud. Es una planta epifitica de clima templado, con pseudobulbos pequeiins 

insconspicuos, comprimidos, unifoliados y verdes, hojas carnosas en su_ base 

fuertemente carinadas, agudas, inflorescencia sucuienta panicuiada lateraimente de 76 

cm. de largo, con aproximadamente 30 a 40 fiores , son de 4 cm. de diametro, 

vistosas, amarillo verdosas, con manchas rojas sobre sépalos y pétalos, asi como 

alrededor del! tabclo; ovario pedicclado de 5 cm. de largo ; sépalos de 15 X 17 mm., 

apice redondo, bordes ondeados amarillo verdosos con manchas rojas, pétalos de igual 

color de 16 X 9 mm, labelo trilobade, amarillo, (ébulos laterales unguiculado, 

circulares ondeados, Iébulo intermedio ancho, disco con callo carneso, elevado, 

amarillo y blanco con manchas rojas; la columna es carnosa con dos brazes falcados, 

obtusos a cada lado apical. 

Florece en noviembre y diciembre. 

Se distribuye en México, Guatemala, Et Salvador y Llonduras.



En México se localiza en Ios estados de Veracruz, Jalisco, México, Morelos, Michoacan 

y Oaxaca. Es una especie de facil cultivo y con flores vistosas que ha side colectada en 

grandes nimeros. 

PROPAGACION IN FITRO DE ORQUIDEAS 

En 1902 Habertandt realizo (citado en Murashige,1974) el primer intento de 

cultivar células vegetales in vitro, su intencién era mostrar que el cultivo de tejidos 

vegetales es una valiosa herramienta para explurar la murfugénesis y demosirar la 

totipotencialidad de las células vegetales. Probableniente no sospechd que la técnica de 

cultivo’ de células vegetales fucra a convertirse en una actividad orientada a ta 

economia de mercado .(Murashige, 1974). 

A partir de entonces se ha reorganizadoa la propagacién a través del cultive de 

cétulas vegetales vy se ha utilizado la exptoracion de los requerimientos de cada 

explante. 

Marston (citado en Murashige, 1974) publicé uma revision relacionada con la 

propagacién in vitro de orquideas, mencionando que su interés comercial y sus rasgos 

caracteristicos las han separado de otras plantas. 

Las orquideas para su propagacion in vitro requicren de los siguientes componentes 

y condiciones: 

L- SALES INORGANICAS. 

a) Macronutrientes: Requeridos en cantidades milimolares. Se ha observado que 

el N, uno de los efementos que mas satisface ef cultivo i vifre de orquideas al igual 

que el f6sforo. Los demas macronutrientes se requieren en diferente proporcién . Et 

hierro, es un elemento usado en fa germinacion, se han usado algunas veces tartrate 

  

   férrico y citrato férrico, pero estos tienen prodieuis éa el aicdio, por 

  

fo que han usado sales ferrosas. La tendencia es fa de a: nar hicrre quclado o la 

combinacion de una sat inorganica con EDTA. 

b) Micranutrientes : Son requeridas en cantidades micramolares. Arditti (1967) 

menciond que los explantes de orquideas no necesitaban de microelementos, 

considerando que fas impurezas presentes en el agar v otras sales son suficientes 

para cubrir las necesidades de los explantes, mas tarde esta afirmacioén se torna 

improbable y la expticacién es que lus avances en la purificacién del agar hace que 

deban adicionarse los micronutrientes.



2.- VITAMENAS. 

La tiamina cs una vitamina de las mas usadas aunque también se han emplteado otros 

tales como: mio-inositol, piridoxina, acido nicotinico, pantontenato de calcio, 

biotina, acido félico v también la niacina 

3.- NUCLEOTIDOS Y ACIDOS NUCLEICOS. 

Los mas utilizados son : sulfato de adenina, 2,3-monofosfato de guanosina, 5- 

monofosfato de citidina, 5-monofosfato de uridina y acido ribonucleico. 

4,- FUENTE DE ENERGIA Y CARBONO. 

La fuente principal de energia es la sacarosa. Aunque para anda al parecer es toxica, 

pues causa un efecto osmdtico adverso en este género. Otros aziicares usados son : 

glucosa, fructuosa,maltosa y manosa. 

5.- COMPLEJOS NATURALES NO DEFINIDOS. 

Algunos medios de cultive incluyen extractos nara suplementartos, algunos de ellos 

son homogeneizados de platano, agua de coco, peptona, meopeptona y acido 

casamino. 

6.- AGENTES SOLIDIFICANTES. 

El mas usado es el agar. Las cantidades de agar dependen de los diferentes 

contenidos mincrales y sustancias organicas. Kerbauy (1993) menciona que fas altas 

concentraciones de agar y sacarosa inhiben ta formacion de PLB en Oncidisum 

varicosum. 

7.- REGULADORES DEL CRECIMIENTO. 

Las reguladores del crecimiento juegan un papel muy importante en el desarrollo de 

los vegetales. Los que mas se utilizan en orquideas son las auxina , citocininas y en 

ocasiones fa antiauxina acido trans-cinnamico. 

a).- AuxINAS. La principal caracteristica es la de elongar a la célula y promover la 

formacion de raices y desarrollo de brotes, varias de las mds usadas son : Acido 

indolacético (ALA), acido indolbutirice (AUB), 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y el 

acido naftaten acética (ANA). 

b).- ANTIAUNINAS. Su principal funcian es la de inhibir a las anxinas enddgenas, El 

producto mas usado es el acido trans-cinnamico. Al parecer inhibe Ja formacian de 

raices ¥ favorece el desarrollo de brotes.



c).- CIrocintnas. Provecan la division celular, prumueveu fas formacién de brotes y ta 

iladenina (DA) y   diferenciacién de tejidos cultivados, las mas empleadas son: ber    

6-furfuritaminopurina conocida con el nombre de cinctina. 

8.- PH Y ESTERILIZACION DEL MEDIO. 

El margen usado habjtualmente en el cultivo de tejidos de orquideas es de $.0 a 5.5 . 

Este se ajusta con un Acido (HCI, acide clorhidrico o Acido citrico y/o una base 

(NaOH, KOH) a una concentracién de 1 N o 1 M. Para la esterilizacion del medio 

comunmente se utiliza una autoclave a 1.05 kg/cm2 y 120°C durante 15 minutos. 

Aunque en algunas ocasiones se utilizan micromembranas. 

9,- EXPLANTES. 

Las caracteristicas de vigor, salud y tipo de material vegetal a usar son determinantes 

para el éxito def establecimiento de los cultivos . 

10.- DESINFESTACION. 

Existe una gran variedad de agentes quimicos de usv comun para ta desinfestacion det 

material . Aigunos de ellos son ; Hipuclorilo de sudiv e tipucluritu de calcio entre 

otros. 

11.- ELUMINACION, . 

Ardi 

importancia en la micropropagacién de orquideas, 1a presencia o ausencia (luz v 

  

y Ernst (1993) mencionan varios aspectes de !a tuz que son de gran 

obscuridad), duracién (fotoperiodo) calidad (espectra) y fuente (natural, 

fluorescente incandescente.). 

a).- LUZ Y OBSCURIDAD. 

En la mayer parte de fos casos en el cullive in vitro las orquideas deben tener 

ituminacién por lo menos varias horas cada 24 hrs. Cada explante debe estar 

sometido a un fotopcriodo,; que puede determinarse experimentalmente cn 

particular para orquideas que no hayan sido cultivadas. 

b).- INTENSIDAD. 

Se refiere a la energia del espectro visible producide por una fuente de iluminacién 

y/o su incidencia en un cultivo. Algunas de las unidades para medir fa intensidad de 

la tuz son: pies bujias (foatcandie), lux y PAR 6 radiacién fovosinteticamente activa, 

que es una medida oas acertada, y sus unidades sum: pmel/ cm2/s 

ub



c).- CALIDAD. 

Esta se refiere al espectro de la fuente de luz que cada planta requiere, para su 

adecuado desarrollo y crecimicnto. Por lo gencrat las lamparas incandescentes 

producen mas luz roja y menos fongitud de onda azu! que fas lamparas 

fluorescentes. Las lamparas especiales para el crecimienta de plantas suministran 

luz mejor batanceada. Por eiempte en estudins con Tradescantia fluminensis, ta 

mejor calidad de luz es obtuvo con lamparas Svivania Cool, blancas. (Biran v 

Krofenek, 1976 citado por Arditti v Ernst, £993). 

d).- FUENTE DELUZ : 

La informacion revisada sugiere que la fuente de luz apropiada para el cultive de 

tejidos de orquideas consiste en dos tubos blancos fluorescentes con dos bulbos 

incandescentes de 25 a 50 watts, colocades aproximadamente de 45-50 cm de los 

explantes, das tubos blancos fluorescentes tienen aproximadamente entre 130 y 110 

footcandle ( alrededor de 3.8 W/m2, £7. 14umol/m2/s) . 

Usando cuatro tubos blancos, estos proveen 320 a 250 footcandle (alrededor de 2500- 

32008 lux, 9.52 Wim2 6 20.14 xmol/m2/s PAR) o 1100 a 1300 tux. 

12.- TEMPERATURA, 

Casi en todos los reportes del cultive de orquideas la temperatura se mantiene entre 

24 a 26 grados centigrados. 

El medio Knudson C ha sido probablemente el mas usado en propagacion fn vifro 

de orquideas v desde su descubrimiento (1946) hasta nuestros dias ha sufrido 

moditicaciones, io cual ha permitido abrir nuevas alternativas en la pronagacion de 

orquideas no sélo por semilla, también usando expiantes vegetativos. 

Moret en 1955 (citado por Stewart, 1989 ) obtuvo plantas libres de vi utilizando 

meristemos apicales de Cymbidiunt, ya anteriormente se habian propagado otros 

géneros con éxito con esta técnica algunos ejemplos son: Dahlia (Morel y Martin , 

1955) v Chrysanthemum (Holmes, 1956) entre varios mas. 

  

E! desarrollo de la técnica de cultivo in vitra de meristemos vegetativos tiene 

grandes ventajas como Jo menciona Morel (citado por Stewart, 1989): 

1.- Los meristemos de orquideas cultivados son una masa de tejido 

morfolégicamente idéntico a la del protocormo. 

m
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2.- Les protocormos algunas veces desarroflan una raiz y hasta brotes o bien 

muchas veces desarrolian espontaneamente un numero de protuberancias 0 cuerpos 

semejantes a protocormos (PLB ) : protocorm like body abareviatura ampliamente 

utilizada en la literatura. : 

3.- El ndmero de protocormos obtenidos de un sélo meristemo puede aumentar 

artificialmente , resembrando los explantes en un medio con nutrientes en donde 

cada corte prolifere y pueda dividirse en mas protocormos aumentando asi la 

regeneracion de la planta. 

Vacherot (1966 citado pur Stewart, 1989 ) menciona que el cultive de meristems 

de orquideas representa un punto comercial niuy iniportante lo que la hecho qué 

cutes clones      aumente la divulgacién de trabajos experimentales de mas de 259 

  

entre poco mis de 19 géneros que se han Hevado a !a multip! 

Por lo anterior resulta evidente que se busquen nuevos caminas on la propagacion in 

vitro utilizando explantes v drganos. Algunos de tos trabajos para propagar orquideas 

a través de los brotes terminales y axilares conteniendo meristemos son los de : Sagawa 

et. al., 1966; Ball et. al., 1977 ; Mosich et. al.,1973 ; Churchill et. al., 1971; Wiifret, 

1966 ; Reinert y Yeoman, 1982 ; Kim y Sagawa, 1970 ; Scully, 1966; Arditti, 1977. 

Con estas técnicas frecuentemente una parte de la planta debe de ser sacrificada 

junto con sus meristemos, por lo que se deben buscar diferentes tipos de explantes 

( Stewart, 1989) 

Se han hecho repartes de formacién de callns y regeneracion de plantas teniendo 

como explantes plantulitas (Pierek y Steegman, 1972 citado por Stewart, 1989), se han 

utilizado tas hojas (Champagnat et al. 1970, citado per Stewart, 1989 ; Luna, 1982), 

inflorescencias jovenes (Kotomori y Murashige, 1956 , Intuwong y Sagawa, 1973; Lin 

1986) , primurdius de fa infiorescencia (Fast, 1973 , Stukes, i974 ciiadu pur Stewart, 

1989), raices aéreas (Stewart, 1989), yemas apicales, udos ¥ imdos de la 

   
   inflorescencia (Mfosich ct. al., 1973 ; Arditt, 1975 , Lin. 

1990) y yemus axilares y laterales de pseudobul 

1999 ). 

Estas técnicas se han realizado en géneros como: Colanthe, Carfera. Lycaste. 

Laeliocattleva, Neottia, Miltonia, Odontoglossum, Phalaenopsis, Dendrohium. y 

Doritaenopsis por citar algunos. Cabe destacar que Phaiaenopsis es acaso el género 

que mas se ha trabajado en la micropropagecion a partir de la influrescencia, es un 

género de gran importancia horticola y sus inflorescencias suculentas se parecen a la de



Oncidium cavendishiunum. En ol géneru Phalaenopsis ei cuitivy in vitro de bas 

inflorescencias producen cuerpos parecidos a protocormes (LB). 

En particular cl géncro Oncidium ha sido propagado principalmente a partir de 

semilla (Arditti, 1977), se menciona ! posibilidad de propagarlo con et procedimiento 

usado para Cymbidiunt (Morel, 1960, 1963, 196da, 1965b, 1970 citado en Arditti, 

1977) en tanto Arditti dice que el método usado para Carteya puede ser utilizado para 

propagar Oncidium. 

Recientemente Jones y Tisserat 1990, describen métodos de propagaci6n in virro de 

orquideas refiriéndose a dos grandes grupos, ef primero las simpodiales que incluye a 

géneros como Cymbidium, Catdeya, Dendrobium y Oncidium, cavacterizados por tener 

rizomas, con multibracteas que presenta varios brotcs axilarcs que son usados como 

explantes. 

  

El segundo grupo, et cua! inclnye fas orquideas monopadi comprende a los 

géneros tales como: Phalaenopsis y Vanda, que se caracterizan por tener una sola 

bractea axial de crecimiento, facitmente apreciable v que es usada como explante. 

Estos métodos utiiizan ias yemas como expianve ¥ sugieren asi mismo ia posibiiidad 

andy 

  

de prupagar Oncidium a partir de yenias axilares de ius pseudubuibus , vcas’ 

muchas de las veces que la planta tarde mucho en regenerarse, por lo que se han 

buscado nuevas alternativas para la propagacion i vitro de orquidcas. 

Uno de los pocos trabajos publicados sobre Oncidium es cl de Fast (1973), 

utilizando yemas apicates de ta inflorescencia de Oncidium papilio, sin embargo la 

posicién taxonémica de especie parece ser dudosa. Otro trabajo es el reatizado por Lim 

Ho y Lee (1987), utilizando inflorescencias de varias especies de Oncidium tales como 

O. ampliatum, O. cebolleta y O. sphacetatum y de otros hibridos del género. Cabe 

hacer notar que estos Oncidium son de la seccion Oacidium, solo O. cebolleta pertenece 

ata seccién Plurituberculata. 

Por lo expuesto antcriormente cs de suma importancia buscar y depurar metodologias, 

como la del uso de explantes de fa inflorescencia para ta propagacion ir vifre de 

orquidess en particular de Oncidinnr , tomando en cuenta estas consideraciones se 

propusieron Ios siguientes objetives:  



OBJETIVO GENERAL. 

L- Establecer una metodologia para la propagacion in vitro de Oncidiumt 

cavendishianum Batem utilizando explantes de a influrescencia. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

a).- Inducir y evaluar la produccién de estructuras parec 

  

Sa protecormes (PLB) a 

partir de explantes de fa inflorescencias varianda las concentraciones de los 

reguladores. 

b).-Conseguir la propagacién in vitro de Oncidium cavendishianum a partir de nudos 

y/o entrenudos de la inflorescencia



METODOLOGIA. 

MATERIAL VEGETAL. 

Et ntaterial vegetal se calecté en ta cercania de Ocnitan, Edo. de Méxica donde la 

especie crece epifita sobre encinos. Como la floracién se inicia en esta focalidad en 

noviembre v diciembre, se pudieron reunir un total de 20 inflorescencias inmaduras en 

la primera mitad del mes noviembre las que fueron colocadas en tubus con agua para 

su trastadu al laboraturiv. Ya qué el tamaiiu de ia influrescencia en el campo es 

variable dependiendo de la edad y vigor de cada planta, se procuré que las que se 

cligicran tuvieran un tamafio entre 30 y 60 cm., distinguicndo nudos y cntrenudos a fin 

de seguir un procedimiento de micropropagacién empleado en otras especies similar al 

del género Phalaenopsis (Lin, 1989). 

LIMPIEZA GENERAL. 

a) Las inflorescencias enteras fueron lavadas con jabon suave, limpiadas 

superficialmente con alcohol al 70 % y cortadas en secciones que comprendieron 2 

nudos, reconociéndose las siguientes partes de fa inflorescencia : apice (A = pice), fa 

parte media (P.M. = parte media) y la parte base (B = base) (Fig. 1).Estas secciones se 

lavaron con agua destilada estéril y un detergente comercial ( L.O.C. AMWAY) fueron 

sumergidas en alccho!l al 70 % durante 1 minuto y enjuagadas 3 veces con agua 

destilada estéril. . 

b) En la desinfestaci6n del material se probaron dos métodos : 

METODO tf. Se utilizé hipoclorito de sodio en las siguientes concentraciones y 

secuencia: 

Ilipoctorito de sodio al 10 % por 10 minutos: 

Hipoctorito de sodio al 5 % por § a $ minutos 

Hipoctorite de sadio at 1% por 1 minuto 

El método fue adaptado del usado en Cymbidium ( Sagawa, Shoji y Shoji 1966) para 

exponer gradualmente al tejido a concentraciones menores y menos dafiinas del 

desinfectante.
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Fig.1 A).- Dimensiones de ta inflorescencia de Oncidium cavendishianum Batem. B)-Seccién del 

entrenudo. C).- Seccién de la inflorescencia incluyendo nudos y entrenudos. 
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METODO 2.- Sélo se utilizé hipoctorito de sodio al 10 % durante 16 minutos 

En ambes métodos después de la secuencia de desinfestacion se enjuagé cada 

explante con agua destitada estéril tres veces . Para preparar el desinfestante se utiliz6 

cloro comercial (cloralex), tomando 10 mi. de este se aforo a 100 ml. con agua destilada 

estéril para obtener el 10 % de hipoclorito de sodio (0.5 % de cloro activo) v asi para 

las otras concentractones. 

Toda la desinfestacién se Hevé a cabo en una camara de Nujo laminar en condiciones 

estériles. Se separaron las bracteas que cubren cada uno de los nudos , se hicieron 

secciones de nudos y entrenudos de aproximadamente 5 mm. de longitud con ayuda de 

un bisturi y pinzas estériles pasandolas a !a flama entre cada siembra y se colocarén en 

el medio de cultiva ligeramente sumergidos para ofrecer mayor estahilidad. 

MEDIO DE CULTIVO 

El medio de cultivo que se utilizé fue el propuesto por Fast (1973), modificado (ver 

apéndice), cun los reguladores de crecimiento son lus prupuestus pur Jones y Tisserat 

(1990) de fos qué se variaron sus concentraciones. (tabla 1.) 

ANAme/l BAPmg/l TRATAMIENTO 

0.02 0.7 Mi 1 

0.1 3.0 Mi2 

1.0 44 Mi3 

2.0 5.0 Mi 4 

TABLA 1.- Concentraciones utilizadas de fos reguladores de! crecimiento BAP benzilaminopurina, 

ANA Acido naftalenacético. Mi 1 tra dento de intclacién 1, MI 2 tra jento de iniciacion 2, Mi 3 

(ratamiento de iniciacién 3, Mi 4 tratamiento de iniciacién 4. (Adaptado en parte de Jones y 

Tisscrat,1990). 

Se agregaron ademas por cada litro: 30 g. de sacarosa, 8 g. de agar . 1 mg acido 

nicotinico , 5 mg. tiamina y 0.4 mg piridoxina . Ei pH dei medio se ajusto a 5 - 5.5 

con acide cilrive 0.1 M y/o KOH 0.1 M.



TRATAMIENTO. 

Se aplicaron 4 tipos de tratamientos (Mi 1, Mi 2, Mi 3, Mi 4) conforme a tabla 1, a 

las seccioncs de cada parte de ia inflorescencia, colocando un explante por frasco. 

El numero de repeticiones vario en funcién de la disponibilidad de inflorescencias y de 

cada una de las partes estudiadas, apical, media y basal. 

PARTE APICAL PARTE MEDIA PARTE BASAL 

nudo  entrenudo nudo entrenudo nudo entrenudo 

MEDIO 

Mi 1 12 8 9 2 - 14 

Mi2 ~ 12 9 § 6 - - 

Mi 3 § 7 7 14 2 20 

Mi4 6 § 5 12 - - 

TABLA 2.- Muestra el namero de repeticiones por cada parte de ta inflorescencia, para cada medio 

de cuftivo, para ct método de desinfestacién 1. 

PARTE APICAL PARTE MEDIA PARTE BASAL 

nudo entrenudo nudo ecntrenudo nudo = entrenudo 

MEDIO 

Mil 36 24 6 §1 4 14 

Mi2 32 15 13 50 6 13 

Mi3 25 16 10 32 4 22 

_ Mi4 23 12 10 63 6 27 

TABLA 3.- Muestra el numero de repeticiones por cada parte de la inflorescencia, para cada medio 

de cultivo para el método de desinfestacién 2



RECIPIENTES 

Se utilizaron frascos gerber de 50 mi. de capacidad y cl volumen de medio empleado 

fue de 20 mi/frasco. Estos se taparon con aluminio reforzado y se esterilizaron en 

autoclave a 1.5 kg./em? y 120 °C durante ES minutos 

CONDICIONES DE CULTIVO 

Los frascos se colocaron a 30 cm. de lamparas Philipps F46D de 40 watt con una 

radiacién cuntinua de 24 horas (PAR) premedio de 13.9 pmol m—’s—. Con una 

temperatura de 27 & 2 grados centigrados con Juz continua. Los explantes se 

subcultivaron aproximadamente cada 30-40 dias. 

MEDIO DE ENRAIZAMIENTO. 

EI medio utilizado para la formacion de raices fue el Mi 4, Gnicamente se vario ef 

contenido de tos regufadores de! crecimiento, adicionando solo 2 mgA de ANA y 

eliminando el uso de BAP.



RESULTADOS
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Fig. 2.- Porcentaje de explantes oxidados al mes de cultivo con cl método de 

desinfestacion 1. A = apice, P.M. = parte media y P.B. = parte basal. 
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Fig. 3.- Porcentaje de explantes verdes al mes de cuitiva con el método de 

desinfestacion |. A = apice, P.M. = parte media, P.B. = parte basal.
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Fig. 4.- Porcentaje de exptantes contaminados por bacterias v/o hongos con ef método 
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Fig. 7.- Porcentaje de explantes contaminados con el métado de desinfestacion 2 al mes 

de cultivo por bacterias y / 0 hongos . A = apice, P.M. = parte media y P.B. = parte 

basal.



  
Fig. 8.- Estado de desarrotlo del nudo de ta inflorescencia en el Mi 4 de Oncidium 

cavendishianum. a) Nudo a tas cuatro semanas, b) hinchamiento det nudo a Ias 8 semanas de 

cultivo. c) Formacion de PLB a tas 16 semanas , d) Formacién de las primeras hojas ¥ nis 

PIB a las 20 sem 

plaatulas a las 28 semanis de cultivo. 

.¢) Mas PLB y pianiulas sia raiz a tas 24 semanas fy Se forman PLB y 

   



  
Fig 8 (continuacién) .- g) Formacién de plantulas sin raiz a las 28 semanas de cultive, b) Se 

resiembra las plantulas en Mi 4 con 2.0 mg de ANA a Jas 29 semanas de subcultivos, i) Se 

forman raices a fas 32 semanas de subcultivo. 
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METODOS DE DESINFESTACION 

El método de desinfestacién 1, fue poco exitoso, en la mayor parte de los explantes 

el tejido se oxidé rapidamente después de fa cuarta semana de cultivo 6 se 

contaminaron. Los explantes que se mantuvieron verdes hasta la cuarta semana fueron 

escasos. (Tablas. 4,5 ,6, ver apéndice y Figuras 2,3 y 4) 

Con el método 2, se obtuvieron mejores resultados, el numero de explantes a la cuarta 

semana de cultivo fue relativamente alto a pesar de que la oxidaciéa fuc importante. 

(Fig. 7 ,8 , 9, ver apéndice y Figuras 5,6 y 7). 

MEDIO DE CULTIVO. 

Los explantes en cada medio de cultivo se mantuvieron verdes hasta ta cuarta 

semana de cultive después de ese tiempo comenzaron a oxidarse en [urna variable 

observandose que sélo en el Mi 4 se mantenian mas tiempo verdes. 

Los explantes obtenidos de las diferentes partes de la inflorescencia, apice (A), parte 

media (P.M.) y parte basal (P.B.), fueron cofocados los 4 tratamientos antes indicados 

(Tabla 1), observandose que en los medios de iniciacion Mi 1 a Mi 3, los explantes se 

mantuvieron verdes durante un mes, oxidandose posteriormente. 

En el medio medio Mi 4 fos tres tipos de explantes usados se mantuvieron verdes 

durante mas tiempo, aproximadamente de 5 a 6 semanas, después de las cuales las 

partes basales y medias se oxidaron, quedando sélo las apicales. Se observo 

Unicamente en los nudos un crecimiento, al principio poco definido, que consistid en 

protuberancias, que después de 7 semanas (Fig. 8 a y b), mostraron ser cucrpos 

parecidos a protocormos (PLB) de les cuales se desarrollaron hojas (Fig.d.e. fd y g), 

para formar posteriormente plantulas que fueron transferidas al media de 

enraizamiento (Fig. 8 he i)) 
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PRODUCCION DE PLBs Y PLANTULAS. 

Se realizo un contco det namero de PLB producicos y de plantas desarrolladas en 

el Mi 4 a partir de los 120 dias de cultivo, encontrandose una relacion paralela entre la 

produccién de PLBs y plantutas, (Fig. 9). 

MEDIO DE ENRAIZAMIENTO. . 

El medio de enraizamiento se determino haciendo una modificacion en el medio Mi 

4, eliminando el contenido de citocinina. Las raices se formaron a las cuatro semanas 

después de haber transferido a dicho medio y ainguna otra modificacion probada dio 

mejores resultados. (Fig. 8 h ¢ i)



DISCUSION 
5 

A) METODOS DE DESINFESTACION. 

Las dos modalidades del procedimiento de desinfestaci6n de explantes forales 

  

seguido en este trabajo se basaron cn métodos uplicados por otros autores para ese y 

otros tipos de exptante (Sagawa et. al. 1966; Intuwong y Sagawa, 1973; Fast, 1973; 

Lin, 1986). La fragilidad de la inflorescencia utilizada, tadavia en desarrollo 

Gnicamente con botones florales, facilité su limpieza, pero al mismo tiempo hizo pensar 

en el periodo requerido para lograr la mayor efectividad del desinfectante y la 

susceptibilidad del tejido a fa accion del agente desinfectante, lo que motivo a ta 

eleccion de un tratamiento usando concentraciones gradualmente menores del 

desinfectante durante unos 16 minutos (Método L. Fig. 2,3 y 4) y otro sometiendo el 

tejido al efecto de una sola concentracién por 10 minutos. 

Este ultimo método permitié claramente la sobrevivencia de mayor numero de 

explantes (Fig. 5) por mas de cuatro semanas necesarias para mostrar las primeras 

respuestas manifestadas por una hinchaz6n del tejido y no afecté el estado ni la 

respuesta de las porciones mas jévenes ubicadas en el apice de la inflorescencia, las 

que coinciden con la literatura como las de uso mas conveniente, como se ha 

determinado para otros géneros. (Lin, 1986; Fast, 1973, Intuwong y Sagawa, 1973; 

Ichihashi,1992) 

B) PARTES DE INFLORESCENCIA, 

Se utilizaron inflorescencias jévenes aproximadamente de 2 meses de desarrollo y una 

  

longitud de 30 « 60 cm, mostrando el desarroite de los primeros botones florates 

(Fig. 1). Dado que el material empleado fue colectado directamente del campo, se 

procuré que al grado de desarrollo de {a inflorescencia fuera ef mismo en general. Las 

porciones utilizadas fueron fos nudos y entrenudos de las regiones apical, media y 

basal de las inflorescencias. Unicamente tos nudos de fa regién apical respondieron 

produciendo cuerpos parecidos a protocormos (PLB) al cabo de 12 semanas (Fig. 8 c y 

e). 

En pruebas preliminares también se utilizaron inflorescencias en un desarrollo 

terminal mostrando Mores en antesis vy algunos botones florales e incluso con flores a 

termino, marchitas o sin ellas, de las que se ocuparon nudos y entrenudos de Jas



regiones ya citadas anteriormente. Es interesante indicar que en este tipo de 

inflorescencias los nudos y entrenudos de fa region apical permanccicrun verdes 6 

semanas, sicndo los primeras fos que flegaron a cngrosarse en algunos casos, para 

mostrar finalmente , dificultades para su sobrevivencia. 

Las inflorescencias en desarrollo, fos nudos y entrenudos de las regiones medias y 

basales resultaron dificiles de mantener y se oxidaron (Fig. 6). 

Lo anterior concuerda con hallazgos de autores que coinciden en sefalar que tas 

porciones jovenes de ta inflorescencia son mas faciles de descontaminar en tanto que 

las mas viejas son mas dificites y representan riesgos mayores de conlaminacion 

(Zimmer, 1978, citado por Ichihashi, 1992). Es posible que la oxidacion que significd 

otro inconveniente importante en este trabajo , después de fa aplicacién de los métodos 

de desinfestacién 1 y del 2, pudiera eliminarse 6 reducirse utilizando inflorescencias 

atin mas jovenes que las que se usaron. Fast(1973) ¢ Ichihashi (1992), emplearon 

porciones de inflorescencia con yemas todavia latentes, las inflorescencias de 

Phalaenopsis utilizadas por \chihashi fueron jovenes no mayores de 15 cm. de 

longitud. Nuevas pruebas podrian evidenciar la ventaja de emplear plantas cujtivadas 

de donde se obluvieran explantes en etapas lempranas de desarrollo... 

C) MEDIO DE CULTIVO. 

El medio de cultivo fue adaptado de Fast (1973), quien a su vez modificé tos medios 

Knudson C (1946 y Murashige-Skoog (1962) (Arditti y Ernst, 1993). Originalmente ta 

formulacién usada por Fast para propagar Oncidium papilio incluyé tos reguladores 

Acido naftalenacético (0.5 mg/l) y cinetina (0.05 mg/). Al no existir relacion taxonomica 

cercana entre OQ. papilio y QO. cavendishianum se requirié sin embargo adaptar el 

medio de Fast modificando el tipo de reguladores y sus concentraciones, con base de 

Jones y Tisserat, debido a fa escasa informacion en la literatura sobre la propagacién 

de otro Oncidium a partir de !a inflorescencia, parte def esquema de los reguladores se 

modificaron de las propuestas de Jones y Tisserat (1990) para propagar in vitre 

diferentes géneros, entre ellas Oncidiunt Mas tarde y ya terminada ta investigacion se 

localizo el trabajo de Lim-Ho y Lee (1987). Los cuales pranagaren Oncidium 

ampliatum.O. cebolleta, O. sphacelatum co hibridos, utitizando brotes de fas 

inflorescencias. Elios utilizaron el medio Vacin y Went (1949) con dos auxinas, 6.5 mg/l 

de 2,4-D y 2 mg/l de BA y con 0.5 mg/l de ANA, observandy clius ka Tucmacion de 

plantulas, masas de callos y fa de PLBs.



Estos trabajos parecen fundamentar fa necesidad de utilizar regaladures del 

crecimiento en concentraciones variables para obtener las respucstas csperadas. Solo 

se encontré un solo reporte en fa fiteratura de la produccién de brotes multiples cn 

explantes de ta inflorescencia de Oncidium o'brienianwum trabajo que fue realizado por 

Stewart y Botton (1976) utilizando el medio Lindeman. 

D) PRODUCCION DE CUERPOS PARECIDOS A PROTOCORMOS Y 

FORMACION DE PLANTULAS. 

Después de 8 semanas de cultivo, las porciones de los nudos de las regiones apicales 

del tratamiento 2 mostraron un engrosamiento (hinchamiento) al cabo de 12. semanas 

(Fig. 8 b y c). La superficie de estos crecimientos se noto a partir de este momento un 

tanto granulosa y para las 16 semanas , aparecieron pequefios cuerpecillos esféricos 

con desarrollo muy similar al de tos protocormos derivados de semillas, estos son los 

denominados PLBs. En forma posterior a las 20 semanas los protocormos comenzaron 

a producir hojas, a tas 24 semanas iniciaron la formacion de plantulas y a las 28 

semanas constituyeron plantulas definidas, pero sin tener raiz (Fig. 8 d, e, f, g, he ip. 

Estos resultados son muy similares a los reportadus en ta literatura con otros 

géneros como Phalaenopsis (Lin ,1987), Cymbidium (Wang 1988,Sagawa 1966), 

E] método es muy confiable pues habré Ja posibilidad de propagar otros Oncidium 

de la Seccién Plurituberculata y de otras secciones del género. 

Se realizaron pruebas con un hibrido que se Hama Oncidium Gomez Ramsey el cual 

tuvo la misma respuesta con la produccién de PILB . Observandose que hay una 

estabilidad del numero cromosomico, aparentemente no afecta la variabilidad del 

tejido. 

FE) MEDIO DE ENRAIZAMIENTO. 

La concentracién de auxina requerida para la formacidn de raiz en las plantulas 

derivadas de PLBs se determino a través de pruebas con la variacién contenida cn los 

tratamientos Mi 1 a Mi 4 y se basd en el uso de ANA como regulador citado en ta 

bibliografia ( Wang, 1988; Fast, 1973, Lim-Ho y Lee,1987). 

a5



CONCLUSIONES 

- La desinfestacion realizada en Oncidium cavendishianum cn concentraciones 

relativamente bajas de hipoctorito de sodio ¥ por tiempo prolongado causa. oxidacién 

por lo qué se recomienda buscar una concentracién que no datie a fa inflorescencia, 

pues esta presenta ta caracteristica de ser lisa y carnosa . 

- Las porciunes apicales de fa inflerescencia joven sun las iddneas para propagar O: 

cavendishianum. 

- El medio Mi 4 con modificaciones permite fa propagaci6n i vitro a partir de los 

nudos apicales de la inflorescencia y de su enraizamiento. 

- El mismo medio Mi 4 soto con la adician de acido naftalenacetico permite el 

enraizamiento de la plantuta. 

- El Mi 4 empleado abre !a posibilidad para la micropropagacion de otros géneros de 

orquideas a partir de explantes de la inflorescencia y no se sacrifica vemas o brotes 

principales.



APENDICE 1 

  

PARTE APICAL PARTE MEDIA PARTE BASAL 

nudo entrenudo nudo_— entrenudo nudo entrenudo 

MEDIO 

Mil 8 § 6 10 0 4 

Mi2 8 6 5 0 8 Qo 

Mi 3 3 6 3 7 1 il 

Mi4 2 4 2 4 0 0 

Tabla 3.- Numero de explantes oxidados al mes de cuitivo usando el método de desinfestacion 1 

  

PARTE APICAL PARTE MEDLA PARTE BASAL 

MEDIO nudo_entrenudo _nudo __entrenudo hudo___entrenudo 

Mil 1 1 0 2 0 0 

Mi2 1 1 1 1 8 0 

Mi3 0 0 4 5 0 0 

Mi4 3 1 2 2 6 o 

TABLA 4.- Numero de explantes verdes al mes de cultivo usando el método de desinfestacton 1 

  

  

PARTE APICAL PARTE MEDIA PARTE BASAL 

MEDIO nudo__entrenudo _nudo___ entrenudo nudo___entrenudo 

Mit 3 3 3 0 0 0 

Mi2 3 2 9 9 9 0 

Mi3 2 I 0 0 L 9 

Mi4 1 0 1 6 0 0 
  

TABLA &.- Namero de explantes contaminados por bactertas u hongos con el métado de desinfestacion 1. 

x



PARTE APICAL PARTE MEDIA PARTE BASAL 

  

  

  

  

nudo__entrenudo__nudo____entrenudo nudo___entrenudo 

MEDIO 

Mil 10 2 3 il 0 0 

Mi2 13 7 2 Ut 0 9 

Mi3 17 6 2 12 0 0 

Mid 18 3 2 29 9 8 
  

TABLA 6.- Numero de explantes verdes con el método de. destnfestaciia 2 al mes de cultho. 

  

  

  

  

PARTE APICAL PARTE MEDIA PARTE BASAL 

nudo entrenudo nudo entrenudo nuda entreniudn 

MEDIO 

Mil 12 ld 1 13 3 i 

Mi2 2 7 7 16 6 9 

Mi3 5 9 1 194 4 18 

Mi4 5 7 4 26, 5 16 
  

TABLA 7.- Numero de oxldados con el método de desinfestact6n 2 al mes de cultivo 

  

  

  

  

PARTE APICAL PARTE MEDIA PARTE BASAL 

nudo entrenudo nudo entrenudo nudo entrenudo 

MEDIO 

Mit 15. 10 2 12 i 3 

Mi2 17 1 4 23 8 

Mi3 3 1 & 19 g 

Mis o 2 4 R a it 
  

TABLA 8.- Numero de explantes contaminadas con el método de desinfestaclin 2 at mes de cutive, tanto 

bacterfas como hongos



APENDICE 2 

Medio Murashige-Skoog modificado para ef cultive de Oncidium (Fast, 1973). 

Sales mg./litro. 

(NH14)2S04 1650.0 

KNO3 1900.0 

KI2PO4 170.0 

MgSO47H20 370.0 

CaCn.2H20 440.0 

Fe2-EDTA 28.0 

H3BO3 1.0 

Zn804-7H20 70 

MnSO4-4F2O 0.01 

CuSO04-5H20. 0.03 

AICB . 0.03 

NiCl2-6H20 0.03 

KI 0.01 

Vitaminas 

Acido nicotinico 1.6 

Tiamina 0.5 

Peridoxina 0.8 

Sacarosa 20 gilt 

Agar 8 git 

Ajustanda finalmente el pH de 5.0 - 5.5 (antes de agregar cl agar) 

» STA TERS Mie 
CLUE PE LA prpLitiéca
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